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(54) Title: PROCESS FOR THE DEFINITE CROSS-LINKING OF DOUBLE HELIX DNA FRAGMENTS BY ME 
ANS OF A LINKAGE DNA AS WELL AS OLIGONUCLEOTIDES USED AS LINKAGE DNA 

(54) Bezelchnung: VERFAHREN ZUR DEFINlERTEN VERKNtfPFUNG DOPPELHELIKALER DNA-FRAGMEM 

TE MITTELS EINER LINKER-DNA SOWIE ALS LINKER-DNA GEEINGNETE OLIGONU- 
CLEOTIDE 

(57) Abstract 

Process for the definite cross-linking of DNA fragments by means of cohesive ends by replacing a first fragment b; t 
a linkage DNA, dividing the obtained DNA in the region of the linkage sequence during the formation of the cohesive end 
and cross-linking the obtained DNA having the cohesive end with a second DNA fragment, the cohesive ends of the firs t 
end of the second DNA fragment being complementary. As linkage DNA, an oligonucleotide is used which has the formu- 
la R 1 - (X) n - R 2 wherein R 1 and R 2 represent, reading from left to right, identical tetranucleotide sequences, in themselves 
complementary, having the formula (II). or R 1 is a pentanucleotide sequence having the formula (III) and R 2 is a pentade- 
soxynucleotide sequence having the formula (IV), the central nucleotides being complementary sequences of R 1 and R 1 
groups being identical, or else R 1 representing a tetranucleotide or pentanucleotide sequence which is not complementar r 
in itself or an hexanucleotide sequence having the formula (V), (VI) or (VII) and R 2 a complementary nucleotide sequence 
enantiomorphous of R 1 and of the same length. X is a short intermediary compound having the form of an oligonucleotide 
comprising from 2 to 30 nucleotide units. 



(57) Zusararoenfassung Verfahren zur definiertjen Verknflpfung von DNA- Fragm en t en Qber kohasive Enden durcl ; 
Umsetzung eines ersten Fragmentes mit einer Linker-DNA, Spaltung der erhaltenen DNA im Bereich der Linker-Sequen; ; 
unter Ausbildung eines kohastven Endes und Verknflpfung der erhaltenen, das kohasive Ende aufweisenden DNA mit ei ■ 
nem zweiten DNA-Fragraent, wobei die kohasiven Enden des ersten un des zweiten DNA- Fragmentes komplementa 
sind. Als Linker-DNA wird ein Oligonucleotid der Formel (I) R* - (X) n - R 2 in der R* und R 2 von links nach rechts gelesei 
identische, in sich selbst komplementare Tetranucleotidsequenzen der FormeJ (IT), oder R 1 eine Pentanucleotidsequen; ; 
der Formel (ni) und R 2 eine Pentadesoxy nucleoli dsequenx der Formel (IV) darstellen, wobei die mittleren Nucleotide 
komplementar sind und die Sequenzen der Gruppen R» und R 2 im ttbrigen identisch sind oder R l eine nicht in sich selbs 
komplementare Tetra- oder Pentanucleotidsequenz oder eine Hexanucleotidsequenz der Formeln (V), (VI) oder (VII) unc 
R 2 eine zu Rl spiegelbildlich komplementare Nucleotidsequenz gleicher Lange ist. X ist ein kurzer Spacer in Form eina 
aus 2 bis 30 Nucleotideinheiten bestehenden Oligonucleotids. 
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Verfahren zur definierten Verkntipfung doppelhelikaler 
DNA-Fragmente mittels einer Linker-DNA sowie als Linker-DNA 
geeignete Oligonucleotide. _ i 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren 2ur definierten Verkntipfung 

doppelhelikaler DNA-Fragmente liber kohSsive Enden mit den im 

Anspruch 1 angegebenen Merkmalen. Die Erfindung betrifft weiter- 

hin eine doppelhelikale Linker-DNA der im Anspruch 1 angegebenen 

12 

Formel X , in der R , R , X und n wie oben definiert sind. Das 
Verfahren bzw. die Linker-DNA der Erfindung kann ftir eine ge- 
zielte Veranderung des Erbmaterials verwendet werden. 

Restriktions-Linker sind bekannt (Scheller et al., Science 
Bd. 196, 177 (1977) 



und Gentechnologie verwendet, Ihnen ist gemeinsam, dafi die 
Erkennungsregion fur die Res triktionsendonuc lease im zentralen 
Teil der Oligonucleotidsequenz liegt und in der Regel im 5' - 
und 3 ' -endstandigen Bereich von G-/C-reichen Sequenzen flan^ 
kiert wird. Im folgenden werden zwei Beispiele fur bekannte 
Linker-Sequenzen gegeben: 



Die Nachteile dieser Linker sollen im folgenden an einera Bei- 
spiel erlautert werden. Nach Ligation dieser Linker an DNA 
mit Hilfe von T4-Polynucleotidligase wird durch diese Linker 
das Erbmaterial (DNA) unweigerlich und irreversibel verandert, 
da nach dera "Schneiden" mit der entsprechenden Restriktions- 
endonuclease (gegebenenf alls nach erfolgter Klonierung etc.) 
auch nach Anwenden einer einzelstrangspezif ischen Endo-/ 
Exonuclease, ein Teil der angekoppelten Linkernucleotide an 
der DNA verbleiben: 



Beschreibung 



und werden seit langem in der Molekularbiologie 



Bam HI -Linker: 



Eco RI -Linker : 



d (GGAATTCC) 
d(CGGATCCG) 
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5 ■ GGAATTCC 

1 . DNA ////// + 
3 ' CCTTAAGG 



1 



T4-Ligase 



5 ' G GAATTCC 

1. DNA ///// 
3 ' CCTTAAGG 

Eco RI-Endonuc lease 



5' GG AATTC 3 

1 . DNA ///// + /// 2. DNA 

3' CCTTAA G 5 



i 



f 



l T4- 



1,1 gas e 



5' GGAATTC 3' 

1 . DNA ///// /// 2. DNA - t 

3 « CCTTAAG D 



i 



1 • Klonierung 

2 . Eco RI-Endonuc lease 



GG 



1 . DNA ///// 
3 » CCTTAA 



Nuclease 



5' GG 

1 . DNA ///// 
3* CC 



Es wird deutlich, daB bet diesem Beispiel gemafi dem Stand 
der Technik die urspriingliche DNA urn 2 GC-Basenpaare ver- 
langert wurde. 



OMPI > 
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Die Nachteile des bekannten Verfahrens konnen mit dem Ver- 
fahren bzw. der Linker-DNA der Erfindung vermieden werden, 
da sie ermoglichen, die ursprtingliche Erbinformation in un- 
veranderter Weise zuruckzugewinnen. Die Merkmale des Ver- 
fahrens der Erfindung ergeben sich aus dem kennzeichnenden 
Teil des Anspruchs 1 . 

Der hier verwendete Begriff "komplement&r" bedeutet komple- 
mentar im Sinne von Watson und Crick. "Spiegelbildlich 
komplementSr ** bedeutet, daB zwei Sequenzen komp lament Mr sind, 
wenn die eine von links nach rechts und die andere von rechts 
nach links gelesen wird. 

Die Oligonucleotide I weisen norma lerweise ebenso wie die 
ersten und zweiten DNA-Fragmente am 5'HEnde eine Phosphat- 
gruppe auf ; fehlt diese am Oligonucleotid I, ist lediglich dafur 
zu sorgen, daB das 1. bzw. 2. DNA-Fragment an der VerknUpf ungs- 
stelle fur die Linker-DNA eine 5 ■ -standige Phosphatgruppe auf- 
weist. Fehlt die Phosphatgruppe im ersten oder zweiten DNA— 
Fragment, muB das Oligonucleotid I eine 5 1 -Phosphatgruppe auf- 
weisen. 

Wenn R 1 eine der durch Kombination der vier Nucleotide A, T, 
C und G moglichen, nicht in sich selbst komplementaren Tetra- 
nucleotidsequenzen ist f ergeben sich die aus Tabelle 1 er- 
sicht lichen Sequenzen. Wenn R 1 eine der durch Kombination der 
vier Nucleotide A, T, C und G mSglichen, nicht in sich selbst 
komplementaren Pentnucleotide ist (in Anbetracht der unge- 
raden Nucleotidzahl sind Pentanucleotidsequenzen ausschlieB- 
lich nicht in sich selbst komplementar ) # erhalt man durch ana- 
loge Permutation die hier im einzelnen nicht wiedergegebenen 
moglichen Sequenzen, z.B. 



! 
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(S')AAAAA (3 f ) 
AAAAT 



GGGGC 
GGGGG 



Sinngemafi konnen auch durch entsprechende Permutation die 
Kombinationsm6glichkeiten fur in sich selbst oder nicht in sich 
selbt kompleroent&re Hexanucleotide aus den Nucleotiden A, T, C 
und G erhalten werden, z.B, 

(5 ' ) AAAAAA (3 1 ) 
(5» ) AAAAAT (3' ) 

AAAATT 

AATTTT 



GGCCCC 
GGGGC C 
GGGGGC 
GGGGGG 



Fur die hier angesprochenen F&lle, daB R eine nicht in sich 
selbst komplementare Tetra- oder Penta- oder eine in sich oder 
nicht in sich selbst komplementare Hexanucleotidsequenz ist, 

gilt, daB R^ die zu R 1 SDiecrelbildlich komplementSre Sequenz 
mit gleicher Kettenlange aufweisen muB f z.B. 

(5 ' ) ACTA (X) TAGT (3 r ) . 

n 

( 5 ' ) CACACA (X) n TGTGTG ( 3 ' ) 
(5 T ) AAATTT (X) AAATTT { 3 * ) 




omp: 



,V WIPO 
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Weiterhin gilt fiir diese FSlle, daB entweder R oder R ein 
einziges Ribonucleotid enthalten muB , und zwar in den end- 
stand i gen Positionen 3' oder 5', oder gegebenenf alls auch 
X ein 3 * - oder 5 1 -endstandiges Ribonucleotid entha.lt , z.B. 

(5 , )C*ACAGC*TGTG(3 I ) , 

wobei R 1 = C*ACA, R 2 = TGTG und X - GC* bedeuten und die 
Ribonucleotide durch * markiert sind. 

Es gilt die Regel , dafl zur Erzeugung kohasiver Enden in 

deia Spacer X ein Ribonucleotid vorhanden sein mufl , wenn 

1 2 

entweder R oder R ein Ribonucleotid aufweisen; ein 

Ribonucleotid iro Spacer X ist dagegen nicht erf orderlich , 
1 2 

wenn R und R je ein Ribonucleotid enthalten, 

T 

1 2 

Es ist jedoch auch indglich, daB R und R 5*- oder 3'-stan- 
dige Ribonucleotide enthalten, wobei die jeweilige 
Positionierung des Ribonucleotids bestimmt , welche Ketten- 
lange das iibertragene kohSsive Ende aufweist. 

Weiterhin gilt, daB T* (Ribothymidin) durch das gleich- 
wirkende U* (Ribouridin) ersetzt sein kann . 

Eine Aufzahlung und Beschreibung von Restriktionsendonucleasen 
der Klassen II und III ist in der Firmenschrif t "Restriction 
Endonucleases" der Boehringer Mannheim GmbH, 1981, enthalten; 
diese Verof f entlichung enthSlt auch Restriktionsendonucleasen 
der Klassen II und III, die fttr das Verfahren der Erfindung ver- 
wendbar sind, in der folgenden Beschreibung jedoch nicht nament- 
lich genannt werden. 

Mit dem Verfahren der Erfindung lassen sich * 1 , 2, 3, 4, 5 oder 
6, vorzugsweise 4, Nucleotide aufweisende koh&sive Enden 
auf die erste DNA Ubertragen, wobei Nucleotide aus der 
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Spacer-Gruppe X nicht rait ttbertragen werden. Es 1st jedoch 
auch moglich, wie spater an einem Beispiel gezeigt wird, 
aus dem Spacer X ein oder mehrere Nucleotide mit auf die 
erste DNA zu ttbertragen, und zwar bei geeigneter Positionie- 
rung eines Ribonucleotids in der Gruppe X. 

Die Ausbildung der kohasiven Enden an der 1 . DNA erf olgt 
durch Spaltung des aus der 1 . DNA und der Linker-DNA er- 
haltenen Reaktionsproduktes , das in allgemeiner Schreibweise 
wie im Schema I dargestellt werden kann {am SchluB der 
Beschreibung) . 

Im Schema 1 bedeutet N die die Reste R 1 bildenden Nucleotide 
A, T, G und/oder C bzw. A*, T* , G* , C* und/oder U* und X 
die oben definierte Oligonucleotidgruppierung mit 2-30 
Nucleotideinheiten. Weiterhin sind mit Pfeilen die Spaltungs- 
positionen gemaB vier Spaltungsvarianten a, b, c und d 
dargestellt, auf die im folgenden eingegangen wird. 

Varianten a , b ; 

Die Spaltung erfolgt mittels Restriktionsendonucleasen der 

Klassen II bzw. Ill und ftlhrt zu der Ausbildung eines 

kohasiven Endes an der Fremd-DNA r das die gleiche Nucleotide 

1 2 

zahl aufweist wie die Gruppe R bzw. R der Linker-DNA. 
Je nach Spezifitat der Endonuclease wird das kohSsive Ende 
am 5'- oder 3' -Ende der Fremd-DNA erzeugt. 

Varianten c, d; 

Die Spaltung erfolgt mittels Basen bzw. RNA-sen, setzt 
somit voraus, dafi an den Spaltungspositionen Ribonucleotide 
A*, T*, C*, G* oder U* vorhanden sind, wobei zu beachten 
ist, daB die Spaltung immer am 3' -Ende des Ribonucleotids 
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erf olgt . Je nach Positionlerung der Ribonucleotide wird das 
kohasive Ende am 5 *- Oder 3' -Ende der Frerod-DNA erzeugt; 
weiterhin bestlmmt die Positionlerung der Ribonucleotide 
die KettenlMnge (1-6) des ubertragenen kohasiven Endes. 
Das kohasive Ende kann ausschliefillch aus den Nucleotiden 
der Gruppen R 1 und R 2 stamraen; es kSnnen jedoch zusStzlich 
noch Nucleotide aus der Spacerregion ttbertragen werden. 

Gem3.fi einer weiteren vorteilhaf ten Ausf iihrungsf onn der Er- 
findung kann man das ein kohSsives Ende aufweisende, erste 
DNA-Fragment vor der Verknupfung mit dem zweiten DNA-Fragment 
mit einer an slch bekannten, kohasive Enden unterschiedlicher 
Restriktionsspezif izitat aufweisenden Adapter-DNA umsetzen. 
Auch fUr diese Variante wird spater noch ein Beispiel gegeben. 

Das Verfahren der Erfindung wird im folgenden anhand von bevor- 
zugten Beispielen naher erlSutert. 

Wenn in den Oligonucleotiden der allgemeinen Formel I R 1 und 
2 

R Sequenzen der allgemeinen Formel II bedeuten, d.h« z.B» die 
zentrale Erkennungsregion von Restriktionsendonucleasen der 
Klassen II und III, und (X) n eine kurze Spacerregion darstellt 
lassen sich mit diesen Oligonucleotiden mit Hilfe von Ligasen, 
insbesondere T^-Polynucleotidligase Erkennungsregionen fiir 
Restriktionsendonucleasen in genetisches Material (DNA) ein- 
bauen. Dabei gestatten es die Oligonucleotide der Formel I, daB 
nach erfolgter Kopplung und Klonierung die urspriingliche Erb- 
information in unveranderter Form zuriickgewonnen wird. Dies 
wird dadurch erreicht, daB slch die den kohasiven Teil beinhal- 
tende Signalsequenz der Restiriktionsendonuclease an den beiden 
Enden des Oligonucleotids befindet. 



REX 

OMPI 
W1PO 
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Das folgende Beispiel 1 verdeutlicht die Vorteile, die mit 
einem Oligonucleotid der Erfindung der Formel d— 
CAATTCGAATT) erreichbar sind. 



5' G 

i : DNA777 
3' C 



1 



AATTCGAATT 
TTAAGCTTAA 

T4-Iiigase 



5 ' GAATTC G AATT 

1 . DNA77 
3 ' CTTAAGCTTAA 



5' G 

1 ■ DNA/77 
3 1 CTTAA 



I 



Eco RI-Endonuclease 



AATTC 3 • 

772-DNA 
G 5» 



I 



T4-Ligase 



5 ■ GAATTC 3 f 

1 . DNA/ / / ///2.DNA 
3 1 CTTAAG 5 1 



| 1 .Klonierung 

1 2. Eco RI-*Endonuc lease 



1 . DNA/7V 
3 ' CTTAA 



5' G 

1 ■ DNA/77 
3' C 



Nuclease 



OMPI 
W1PO 
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Es wird deutlich, dafi mit dem Verfahren bzw. dem Oligonucleo- 
tid der Erf induing die Erbin formation (1 . DNA) nach Kopplung 
derselben mit dem Oligonucleotid der Erfindung bzw. der 
Linker-DNA, Spaltung unter Erzeugung eines kohMsiven Endes , 
Kopplung an eine zweite DNA (Vektor-DNA) mit einem komple- 
mentaren kohasiven Ende, Klonieren, erneute Spaltung und 
Abspaltung des kohasiven Endes in unveranderter Form zuriick- 
erhalten wird. 

Die Einfuhrung Endonuclease-spezif ischer kohSsiver Enden gemSfl 
der Erfindung hangt vom endstandigen Basenpaar der ersten DNA 
ab. Einige Beispiele fiir die vier moglichen Basenkonste llationen 
sollen das Verfahren der Erfindung weiterhin erlautern; 

Beispiel 2 

5* G 

1. DNA//// 
3' C 

Oligonucleotide I: AATTCGAATT (Signalsequenz fUr Eco RI) 

GATCCGGATC (Signalsequenz fiir Bam HI) 

GTACCGGTAC (Signalsequenz fiir Kpn I ) 

TCGACGTCGA (Signalsequenz fiir Sal I ) 

AGCTCGAGCT (Signalsequenz fiir Sac I/Sst I) 
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Beispiel 3 
5' A 

1. DNA/ / / / 
31 T 

Oligonucleotide Is GATCTAGATC ( Signal sequenz fUr Bgl II) 

TCGATATCGA (Signal sequenz fiir Cla I) 

AGCTTAAGCT (Signalsequenz fiir Hind III) 

AATTTAAATT (Signalsequenz fiir Aha III) 

Beispiel 4 

5* C 

1. DNA/777 
3* G 

Oligonucleotide Is TGCAGCTGCA (Signalsequenz fur Pst I) 

GATCGCGATC (Signalsequenz fiir Pvn I) 
TCGAGCTCGA (Signalsequenz fiir Xho I) 



Beispiel 5 

5' T 

-U DNA/777 
3« A 



Oligonucleotide Is GATCATGATC (Signalsequenz fiir Bel I) 

GTAGATCTAG (Signalsequenz fiir Xba I) 



Fur die Beispiele 1-5 ist die Kenntnis des endstandigen 
Basenpaares der ersten DNA (Fremd-DNA) erf orderlich. Dem- 
gegenUber genttgt fur einige Restriktionsendonucleasen das 
Vorhandensein der selbst komplementaren Tetranucleotid- 
sequenz, so daB diese Linker gemSfl dem Verfahren der Er- 



fc^ VfBO l& 



f 
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findung fur jede Fremd-DNA verwendet werden konnen, gleich- 
giiltig, welches endstandige Basenpaar dort vorliegt, d,h. 
nach Ankopplung etniger der Oligonucleotide der Erfindung 
wird immer das kohasive Ende der entsprechenden Restriktions- 
endonuclease erzeugt. Im folgenden werden hierfttr einige Bei- 
spiele gegeben. 

Beispiel 6 

5 1 N 

1, DNA///// 
3' N' 

Oligonucleotide I: GATGCGGATC (Signalsequenz fur Mbol /Sau 3 A) 

TCGAGCTCGA (Signalsequenz fur Taq I) 
AATTCGAATT (Signalsequenz fiir Eco RI*) 
AGCTCGAGCT (Signalsequenz fur Alu I) 

5* ist eines der Nucleotide A, C, G und T; N 9 bedeutet das 
jeweils dazu komplementare Nucleotid A, C, G und T. 

Im folgenden wird ein Beispiel fiir den Einsatz eines Oligo- 
nucleotids gegeben, in dem R eine Sequenz der Formel III und 
R eine Sequenz der Formel IV mit den dort angegebenen Defi- 
nitionen fur A, C, G und T bzw. A* , c* , G* und T* sowie N 
und N' bedeuten, wobei die Sequenzen von R 1 und R 2 , von links 
nach rechts gelesen, bis auf die zueinander kbrnplementSren 
Nucleotide N und identisch sind. 

Beispiel 7 

5'__ g 

1. DNA/ 7777 
3 l C 

Oligonucleotide I: GTCACCGGTGAC (Signalsequenz fiir Bst EII) 
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Falls aufgrund des gegebenen endstandigen Basenpaares der Fremd' 
DNA nicht direkt die gewun schten kohasiven Enden erzeugt werden 
konnen, gelingt dies in einem zwischen den Spaltungs- und Ver- 
knupfungsschritt eingeschalteten zusatz lichen Verfahrens- 
schritt. Im nachf olgenden Beispiel 8 besitzt die erste DNA 
(Fremd-DNAJ ein endstandiges GC-Basenpaar f so dafi die fiir 
Hind III spezifischen kohasiven Enden nicht direkt einge- 
fiihrt werden konnen. Es wird daher zunachst der Bam HI-Linker 
und danach eine Bam HI-/ Hind III-Adapter-DNA verwendet, urn 
das gewunschte Ziel zu erreichen (Adapter-DNA kann als kurze 
DNA mit kohasiven Enden unterschiedlicher Restriktions- 
spezif itat definiert werden) : 

Beispiel 8 

5 ■ G GATCCGGATC 

1 . DNA//77 + 
3 * C CTAGGCCTAG 

1 .T4-Ligase 

2 ♦Bam HI - Endonuclease 

5 1 G GATCCCGGGTA 

1, DNA//// + 
3 9 CCTAG GGCCCATTCGA 



T4-Ligase 



5 * G GATCCCGGGTA 

1 . DNA//// 
3 ■ CCTAG GGCCCATTCGA 



Eine Verf ahrensf tthrung gemafi Beispiel 8 ermoglicht letzt- 
lich die EinfUhrung jedes kohasiven Endes unabhangig davon, 
welches endstandige Basenpaar die erste DNA tragt, wobei 
entsprechend dem erf indungsgem&flen Konzept die erste DNA 
unverandert zurtlckerhalten werden kann. 
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Gem^B einer weiteren Variante des Verfahrens bzw. der Oligo- 
nucleotide der Erfindung k5nnen an definierten Positionen des 
Oligonucleotids Ribonucleotide eingebaut werden. Erfindungs- 
gemafl ktanen die Restriktionsendonuclease-spezif ischen 
kohasiven Enden auch oline Verwendung der Restriktionsendo- 
nuclease eingeftihrt werden. Dies wird an den folgenden Bei- 
spielen 9 und 10 erlautert. 

Beispiel 9 

Kohasives Ende fttr Eco RI : 



, 1. DNA////, 



1 



A*ATTGC*AATT 
TT AA* CGTT A* A 

1 . T4-Ligase 

2. OH" 



5' GA* 

1. DNA//// P 
3 ' CTTAA 



1 . Phosphatase 

2. J0 4 - 

* 3 .Phosphatase 



5 1 g 

1. DNA/ 777 
3 9 CTTAA 
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Betspiel 10 



KohMsives Ende fur Pst I: 



5' C 

1, DNA//// 
3' G 



TGC AG* CTGCA* 
A*CGTCG*ACGT 



1 .T4^Ligase 
V 2. OH" 



1. DNA//// 

3 , 



CTGCAG* 
P 



1 . Phosphatase 

2. JO.- 
4 

V 3 .Phosphatase 



1. DNA//// 



CTGCA 



In den Beispielen 9 und 10 werden, ebenso wie in der folgen- 
den Beschreibung, Ribonucleotide durch * gekennzeichnet . 

Durch den Einbau eines Ribonuc leo tids wird innerhalb der DNA 
eine definierte alkalilabile Position geschaffen, wie sich aus 
dem folgenden Reaktions schema ergibt: 
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- / 5" 




i 
i 



Dabei verbleibt der Phosphatrest der Internucleotidbindung 
am Ribonucleotid - Nach Behandlung mit Phosphatase wird eine 
2*, 3 1 -cis-Diolgruppierung geschaffen, die durch Perjodat- 
behandlung in bekannter Weise gespalten und ebenfalls in be- 
kannter Weise unter milden alkalischen Bedingungen zur Elimi- 
nierung des Ribonucleotids fUhrt. Zum Schlufl wird durch er- 
neute Phosphatasebehandlung das 3 B -terminale Desoxyribo- 
nucleotid freigesetzt. Es kann vorteilhaft sein, diesen 
Schritt erst spater in einer Reaktionssequenz durchzuf iihren , 
um dieses kohSsive Ende durch den 3 ' -Phosphatrest "geschtttz t" 
zu behalten. 

Ein weiterer Vorteil dieser Verf ahrensvariante liegt darin, 
da 8 die Ribonucleotidpositionen so gewahlt werden konnen, dafl 
jeweils nur einer der beiden DNA-Strange eine definierte al- 
kalilabile Bruchstelle erhalten, bzw. der jeweils andere Strang 
durch die entsprechende Restriktionsendonuc lease geschnitten 
werden kann. Dies wird im folgenden an zwei Beispielen erlau- 
tert : 



OMPI _ 

/a*, wipo 
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Belspiel 1 1 

OH" spaltbar 

5' G A* ATTC GAATT 

1. DNA//// 
3' C T TAAGCTTAA* 

f 

enzymatisch spaltbar 



Belspiel 1 2 

enzymatisch spaltbar 

5', G AATTCG*AATT 

1. DNA//// 

3 ' C TTAA* GCTTAA 

f. 

OH -spaltbar 



Das Verfahren der Erf indung ermoglicht auch die Einfiihrung 
von kohasiven Enden, die nicht selbst komplementar sind. In 

HtlT F h 11S t St y n±Cht ln sich selbst komplementare 

Tetra- oder Pentanucleotidsequenz Oder eine in sich selbst 

Oder nicht in sich selbst komplementare Hexanucleotidsequenz 
der Formel V, VI bzw. VII gemafl dem Hauptanspruch (mit den 
dort^angegebenen weiteren Def initionen) ; R 2 1st stets eine 
zu R spiegelbildlich komplementare Sequenz gleicher Lange 

4 ' ?und/ r 6 , Nucleotlden • Wie weiter oben ausgefuhrt wurde, 
weist R 00W R ein 5 '-oder 3 •- endstandiges Ribonucleotid auf, 
wobei gegebenenfalls in dem Spacer (x> n ein weiteres Ribo- 
nucleotid vorzusehen ist. 

in Abhangigkeit davon, wo die Ribonucleotide positioniert sind, 
kann - bei gleicher Hucleotidsequenz - die Lange des kohasiven 
Endes beeinf luBt werden und das kohasive Ende entweder an das 
- ode, 5. -Ende der ersten DNA (Fremd-DNA) dirigiert werden. 



OMPI 

/a^ wipo 
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Die folgenden Beispiele erlautern diese Verf ahrengvariante 



Beispiel 13 



1. DNA//// 



3' 



C * AC AGC * TGTG 
GT GTC * GAC AC * 

1 . T4-I.igase 

2 . Phosphatase 

3. Perjodat 

\fy 4 „ Phosphatase 



1 . DNA//// 



3 1 



GTGT 



Beispiel 14 



1. DNA//// 



3' 



C*ACAG*CTGTG 
GTGTCG*ACAC* 



1 „ T4-Ligase 

2 • Phosphatase 

3 • Perjodat * 

4 . Phosphatase 



5* 



1. DNA//// 



GTGTC 



' OMPI . 

/w wipo 
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Beispiel 15 



1 . DNA//// 



3' 



5 ■ C ACA 

1 : DNA/777 

3 « 



Beispiel 1 6 



1 . DNA//// 



5' 



CACAG 



1. DNA//// 



-Iff- 



1 • 
2. 
3 • 
4. 



CACAG*CTGTG 5 

* GTGTCG* AC AC 

T4— Ligase 
Phosphatase 



Phosphatase 



CACAGC*TGTG* 
* GTGT * CGACAC 

1 . T4-Ligase 

2. Phosphatase 

3. Perjodat 
^ 4 . Phosphatase 



Durch geeignete Positionierung der Ribonucleotide ist auch bei 
dieser Verfahrensvariante moglich, die alkalilabile Bruchstelle 
in jeweils nur einem der beiden DNA-Stange einzufuhren. Dies 
ermaglicht z.B. bei ringf Ormiger , doppelstrangiger , entweder 
die Isolierung des Minus-oder des Plus-Strange s . 

Das folgende Beispiel verdeutlicht, dafl mit Oligonucleotiden I, 

12 

in denen R und R in sich selbst Oder nicht in sich selbst 
komplementare Hexanucleotidsequenzen sind f kohasive Enden er- 
zeugt werden konnen, die, in Abhangigkeit von der Positionierung 
von Ribonucleotiden in den Resten R 1 , R 2 bzw. X, Kettenlangen 
von 1-6 Nucleotiden aufweisen. 
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Beispiel 17: 



, _ , niaA i C*ACACAGC*TGTGTG 
iFreraa-DNA) GTGTGXC * <3ACACAC * 



(Fremd-DNA) 



(Fremd-DNA) 



C* ACACAGCT* GTGTG 
GTGTGT * CG ACACAC * 



C*ACACAGCTG*TGTG 
GTGTG*TCGACACAC* 



(Fremd-DNA) 



* C ACACAGCTGTGT * G 
GT * GTGTCGACAC AC * 





— > 


oh" 






— > 


oh"" 






—9- 


etc. 




oh" 


-> 



> (Fremd-DNA) 



GTGTGT 



(Fremd-DNA) 



GTGTG 



(Fremd-DNA) 



GTGT 



(Fremd-DNA) 



Die vorstehenden Beispiele offenbaren die groBe Flexibility 
des Verfahrens der Erfindung, das immer dann von Vorteil ist, 
wenn DNA-Fragmente irreversibel miteinander verkoppelt werden 



OMPI 
4fyy. WIPO 
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so lien Oder venn slch die Anwendung von Restriktionsendo- 
nucleasen verbietet, well das Vorhandensein interner Signal- 
sequenzen sehr wahrscheinlich 1st* Dies 1st bei hochmole- 
kularen DNA-Fragmenten, z.B. zur Etablierung einer Genbank, 
fast imraer der Fall. 



Der in dem Oligonucleotid der Formel I enthaltene Spacer (X) 

r n 

stellt kurze Oligonucleotidsequenzen dar, die als notwendiger 
Spacer unter Berttcksichtigung der fiir die Restriktionsendo- 
nuclease-Erkennungsregion notwendigen Nucleotide und der er- 
forderlichen Stabilitat der durch Selbstkomplementaritat sich 
bildenden doppelstrangigen DNA ausgewahlt wird. Wird die zen- 
trale Tetranucleotidsequenz nur durch die wenig Stabilitat 
vermittelnden AT-Basenpaare gebildet, wie z.B. beim Eco RI- 
Linker 

d(AATTCGAATT) 

so kann die Stabilitat z.B. durch Verlangerung des Spacers 
erhSht werden , z.B. 

d (AATTCGCGAATT) . 

Dadurch kann eine weitere Erkennungsregion fur eine Restriktions- 
endonuclease eingeftthrt werden, z.B. fur X « CCCGGG hat der 
Eco RI -Linker die Formel 



Xmal .Smal 

d ( AATTCfccSSGGAATT > 
• • 

Hier wird nicht nur mit dem Linker die Eco Rl-Signalsequenz in 
eine Fremd-DNA eingefiihrt, die GC als endstandiges Basenpaar 
besitzt, sondern auch noch die recht seltene Erkennungssequenz 



OMPX 



s4v>^ wipo 



\ 
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fur Smal/Xraal. 

Das folgende Ausf iihrung she i spiel betrifft die Herstellung und 

erfindungsgeroclfle Anwendung eines Oligonucleotids der Erfin- 
dung der Formel d (GATCCGGATC) . 

Beispiel 18 

Herstellung von d (GATCCGGATC) (vgl. Tetrahedron Let. 1983 , 747) 

100 mg C-Trager (10 uMol N-benzoyliertes C, kovalent gebunden 
an "Controlled Pore Glass" (CPG), werden nacheinander mit je 
100 nMol der durch MSNT (1,5 £quivalente/PO~) aktivierten 
N-geschutzten, 5 9 -dimethoxytritylierten Desoxynucleosid-3 • - 
(2-chlorphenyl)-phosphodiester T, A, Q, G, C, C, T, A und G 
umgesetzt. Ein Reaktionszyklus umfaBt Kondensation (45') in 
Pyridin, Waschen mit Pyridin f Capping mit Essigsaureanhydrid/ 
Pyridin (10 1 ), Waschen rait Pyridin, CH 2 Cl 2 /MeOH (7 : 3) und Ab- 
spalten der Dimethoxytritylgruppe mit gesattigtem ZnBr 2 in 
CH 2 Cl 2 /Methanol (7:3) fur 10' und Waschen mit CH 2 Cl 2 /MeOH (7:3) 
sowie Pyridin, 

Die durchschnittlichen Kondensationsausbeuten liegen bei 
90 - 95 %. 

Nach der letzten Kondensation erfolgt Abspaltung der 2-Chlor- 
Phenylgruppe durch Behandeln mit Oximatreagenz (vgl. Tetra- 
hedron Let. 1978 , 2727) , 

3 ml, fUr 24 h, Abspaltung vom TrSger und Entfernung der 
N-Arylgruppen durch Behandlung mit konzentriertem wassrigem 
Ammoniak, 12 h bei 50° C. Nach dem Einengen und 5-facher 
Extraktion mit je 5 ml CHC1 3 wird die wassrige L6sung durch 
Anionaustauschchroraatographie an DEAE-Cellulose in der ub- 
lichen Weise gereinigt (vgl.. Lieblgs Ann. 1978, 839 und 
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Tetrahedron Let. 1983, 747). 

Das gereinigte Material wird in ttblicher Weise durch Poly- 
acrylamidgelelektrophorese (20 %, 7M Harnstoff) und Vergleich 
mit einem Homo -o li go -dT-Ketten lan gen standard und durch 
Sequenzierung entweder nach Maxam-Gilbert Oder nach der 
"mobility shift "-Methode charakterisiert. 

Ligation : 

Urn das Ligations subs tr at zu erhalten, wird pBR 322 mit Bal X 
(TGG^CCA) in ublicher Weise linearisiert und auf diese Weise 
die DNS mit dem stumpfen ^-Ende versehen. Die Ligation erfolgt 
in 66 mM Tris-HCl (pH 7,6), 6,6 mM MgCl 2 , 10 mM Dithiothreitol, 
0,4 mM ATP und 4 Einheiten T4-Ligase pro 20 jil Reaktions- 
volumen. Der Linker wird im 50-fachen OberschuB \iber die 
Termini verwendet. Die Ligationsdauer betr^gt 24 h bei 10° C. 

AnschlieBend wird mit Bam HI in der iiblichen Weise inkubiert; 
die entstandenen Bam Hl-kohasiven Enden werden in gleicher Weise 
wie oben angegeben, jedoch mit lediglich 0,02 Einheiten T4- 
Ligase, pro 20 ul ligiert. Die Reaktionsdauer betragt 1 h bei 
22° C. 

Die Agarosegelelektrophorese zeigt Umwandlung der linear en 
pB R 322-DNS in circulare DNS unter Ligation sbedingungen, 
unter denen nur kohasive, nicht jedoch stumpfe Enden ligiert 
werden . 
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2 

Tabelle I 



TTTT AAAT CCCT GGGT TCAT TCGT TACT 
TTTA AAAA CCCA GGGA TCAA TACA 
TTTC AAAC CCCC GGGC TCAC TCGT TACC 
TTTG AAAG CCCG GGGG TCAG TCGG TACG 

TTCT CCTT GGTT TGCT TGAT TAGT 

TTCA AATA CCTA GGTA TGAA TAGA 

TTCC AATC CCTC GGTC TGCC TGAC TAGC 
TTCG AATG CCTG GGTG TGCG TGAG TAGG 

TTAT AACT CCAT GGAT CTAT CTGT GATT 
AACA CCAA GGAA CTAA CTGA GATA 
TTAC AACC CCAC GGAC CTAC CTGC ■ 
TTAG AACG CCAG GGAG CTGG GATG 

TTGT AAGT CCGT GGCT CATT CAGT GACT 
TTGA AAGA CCGA GGCA CATA CAGA GACA 
TTGC AAGC CCGC CATC CAGC GACC 

TTGG AAGG GGCG CAGG GACG 

TATT CTCT GTGT CGTT CGAT 

ATAA CTCA GTGA CGTA CGAA 
TATC ATAC CTCC GTGC CGTC CGAC 
TATG ATAG CTCG GTGG CGTG CGAG 

TCTT ACAT CACT GAGT ATCT ATGT 
TCTA ACAA CACA GAGA ATCA ATGA 
TCTC ACAC CACC GAGC ATCC ATGC 
TCTG ACAG CACG GAGG ATCG ATGG 

TGTT AGAT CGCT GCGT ACTT 
TGTA AGAA CGCA GCGA ACTA ACGA 
TGTC AGAC CGCC ACTC ACGC 

TGTG AGAG GCGG ACTG ACGG 

TAAT ATTT CTTT GTTT AGTT 
TAAA ATTA CTTA GTTA AGTA AGCA 
TAAC ATTC CTTC GTTC AGTC AGCC 
TAAG ATTG CTTG GTTG AGTG AGCG 

TCCT ACCT CAAT GAAT GTCT GTAT 
TCCA ACCA CAAA GAAA GTCA GTAA 
TCCC ACCC CAAC GAAC GTCC 
TCCG ACCG CAAG GAAG GTCG GTAG 

TGGT AGGT CGGT GCCT GCTT GCAT 
TGGA AGGA CGGA GCCA GCTA GCAA 
TGGC AGGC CGGC GCCC GCTC GCAC 
TGGG AGGG CGGG GCCG GCTG GCAG 
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Verfahren zur definierten Verkntipfung doppelhelikaler 
DNA-Fragmente uber kohasive Enden mit den Schritten: 

1 . Umsetzung eines ersten DNA-Fragmentes an dessen stumpf en 
Ende mit einer kurzen, beidseitig stumpf en doppelhelikalen 
Linker-DNA in Gegenwart von Ligasen, 

2. Spaitung der so erhaltenen DNA im Bereich der Linker- 
sequenz unter AusbiLdung des eine Sequenz von 1-6 
Nucleotide aufweisenden kohasiven Endes und 

3- VerknUpfung der so erhaltenen, das kohasive Ende aufwei- 
senden DNA mit einem ein kohasives Ende aufweisenden 
zweiten DNA-Fragment in Gegenwart von Ligasen, 

wobei die kohasiven Enden der ersten und zweiten DNA- 



Fragmente zueinander komplementar sind, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man als Linker-DNA ein in sich selbst 



3 
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komplementares , unter Ligationsbedinqunqen als Doppelhelix 
vorliegendes Oligonucleotid der allgemeinen Formel I 

{5') R 1 - (X) n - R 2 <3') (I) 

i 

in der R 1 und R 2 von links nach rechts gelesen identische, in 
sich selbst koraplementare Tetradesoxy- oder Monoribotridesoxy 
nucleotidsequenzen aus der Gruppe der Sequenzen der Formel II 

(5 1 ) A*ATT* (3 ' ) 
T*TAA* 
A*TAT* 
T*ATA* 
G*GCC* 
C*CGG* 

G*CGC* (ID 

C*GCG* 

G*ATC* 

G*TAC* 

C*ATG* 

C*TAG* 

A*CGT* 
A*GCT* 

T*CGA* 
T*GCA* 

in denen A, C, G und T bzw. A* , C* , G* und T* 
Adenin-, Cytosin-, Guanin- bzw, Thymidinnucleotide sind, 
wobei A*, C* , G* und T* entweder das 5'- bzw. 3 ' -endstan- 
dige Desoxy- oder das 5'- bzw. 3 1 -endstandige Ribo- 
nucleotid bedeuten und das Ribothymidinnucleotid T* durch 
das Ribouridinnucleotid ersetzt sein kann, 
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Oder 

R 1 eine Pentadesoxy- Oder Monoribotetradesoxynucleotid- 
sequenz aus der Gruppe der Sequenzen der Formel III 

(5' )A*ANTT* (3 1 ) 
T*TNAA* 
A*TNAT* 
T*ANTA* 
G*GNCC* 
C*CNGG* 
G*CNGC* 
C*GNCG* 

G*ANTC* (III) 

G*TNAC* 

C*ANTG* 

C*TNAG* 

A*CNGT* 

A*GNCT* 

T*CNGA* 

T*GNCA* 

bedeutet, wobei A, C, G und T bzw. A*, C* , G* und T* wie 
oben definiert sind und N eines der Nucleoside A, T, C oder 
G bedeutet, 

und R 2 eine Pentadesoxy- Oder Monor ibote trades oxynucleot id - 
sequenz aus der Gruppe der Sequenzen der Formel IV 
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(5 1 ) A* AN' TT* (3' ) 



T*TN • AA* 

A*TN* AT* 
T*AN'TA* 
G*GN'CC* 
C*CN'GG* 

G*CN'GC* (IV) 

C*GN'CG* 

G*AN'TC* 

G*TN' AC* 

C*AN'TG* 

C*TN* AG* 

A*CN f GT* 

A*GN , CT* 

T*CN'GA* 

T*GN* CA* 



bedeuten, wobei A, C, G und T bzw. A* , C* r G* und T* wie 

oben'definiert sind, N" das zu N komplementare Nucleotid 

1 2 

A, T# C Oder G 1st und die Sequenzen der Gruppen R und R 
bis auf die zueinander komplementaren Nucleotide N und N* , 
von links nach rechts gelesen, identisch sind, 



R eine der durch Kombination der vier Nucleotide A, C, G 
und T meglichen, nicht in sich selbst komplementaren Tetra- 
oder Pentanucleotidsequenzen der Formeln V Oder VI Oder 
eine in sich selbst kompleroentare Oder nicht in sich selbst 
koraplementare Hexanucleotidsequenz der Formel VII 



oder 



1 




WO 85/00621 



PCT7EP84/00196 



(5' )N 1 -N 2 -N 3 -N 4 (3' ) 

(5 1 )N 1 -N 2 ~N 3 -N 4 -N 5 (3' ) 

(5 ' ) N 1 -N 2 -N 3 -N 4 ~N 5 -N 6 (3 " ) 



(VII) 



(V) 



(VI) 



bedeuten r 

wobei N , N , N , N , N und N eines der Nucleotide A, T, C 

2 1 

Oder G 1st, und R eine zu R spiegelbildlich kompleinentare 

Tetra- # Penta- bzw. Hexanucleot id sequenz der Formeln V, VX 

1 2 

bzw, VII mit den oben angegebenen Bedeutungen fur N , N , 

N 3 , N 4 , und ist und entweder R^ eine Monor ibo tridesoxy- , 

Monoribotetradesoxy- oder Monoribopentadesoxynucleotid- 

2 

sequenz und R eine Tetradesoxy- , Pentadesoxy— oder Hexadesoxy- 
nucleotidsequenz oder R 1 eine Tetradesoxy-, Pentadesoxy- oder 

2 

Hexadesoxynucleotidsequenz und R eine Monoribotridesoxy-^ 

Monor ibo tetradesoxy- oder Monor ibopentadesoxynucleotid- 

1 2 

sequenz ist, oder R eine zu R spiegelbildlich komplemen- 

tare Monor ibotridesoxy- , Monor ibo tetradesoxy- oder 

Monoribopentadesoxysequenz ist, wobei sich das Ribonucleo- 

tid am 5 ■ - oder 3 ' -Ende von R oder am 5 1 oder 3 • -Ende 
2 

von R befindet, und wobei 5 bzw. 3'- standiges Ribo- 
thymidin durch Ribouridin ersetzt sein kann, 
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X ein Oligonucleotid aus der Gruppe der Sequenzen der Forme 1 
VIII 

(5*) C*G* (3') 
G*C* 
°T*A* 
A*T* 
G*CGG* 

G*GCC* (VIII) 

A* ATT* 

T*TAA* 

C*CCGGG* 

G*GGCCC* 

A*AATTT* 

T*TTAAA* 

in denen A, C, G und T bzw. A* , C* , G* und T* wie oben 
definiert sind, und 

n eine ganze Zahl von 1-5 bedeutet, 
verwendet , 

und die Spaltung der so erhaltenen doppelhelikalen DNA im 
I*inkerbereich bei Nucleotidsequenzen , die keine Ribo- 
nucleotide enthalten, in an sich bekannter Weise mit einer 
fttr das zu erzeugende kohasive Ende spezifischen Restrik- 
tionsendonuclease der Klassen II oder III und bei Ribo- 
nucleotide enthaltenden Nucleotidsequenzen mit Basen oder 
Ribonucleasen vornimrat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet r 

dafl man das ein kohasives Ende aufweisende erste DNA-Fragment 
vor der Verkniipfung mit dem zweiten DNA-Fragment mit einer 
an sich bekannten, kohasive Enden unterschiedlicher Restrik- 
tionsspezif itat aufweisenden Adapter-DNA umsetzt. 
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Unter Ligafcionsbedingungen doppelhelikale Linker-DNA der 
Formel I 



(5')R 1 - (X) n - R 2 (3') 



(I) , 



1 2 

In der R , R , X und n wie oben def iniert sLnd 



OMPI > 



WO 85/00621 



v.- 



PCT/EP84/00196 



73 



2 2 



• » 
2 2 



CM 



2 2! 



w 

CJ 



I I 

* • 



X X 



2 2 



#< 

2 

Q 
I 

U 

a> 
c 



n 

O 
at 

a 

to 



2 2 



■ • 

2 2 



CM 



PS 



2 2 



Q 



I 

6 
O 
U 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

International Application No 



PCT/EP84/00196 



I. CLASSIFICATION OF SUBJECT HATTER Of several ciasstflcallon symbols apply, Indicate all) » 



According to International Patent Classification (IPC) or to both National Ctasstf) cation and IPC 

Int. CI. : C12N 15/00, C07H 21/04 



II. FIELDS SEARCHED 



Minimum Documentation Searched * 



Classification System | 



Classification Symbols 



Int. CI. 



C12N 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents are Included In the Fields Searched » 



in. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 14 



Category * | Citation of Document *> with Indication, where appropriate, cf the relevant passages ** | Relevant to Claim No. *» 



X 



EP, A, 0046669 (THE REGENTS OF THE UNIVERSI- 
TY OF CALIFORNIA), 3 March 1982, see 
claims 1t11; page 25 to page 27; page 36 
lines 5-10 

OS, A, 4321365 (R. J.WU) , 23 March 1982, see 
claims 1 -1 1 /columns 7,8, lines 38-56 

ess» «ss» ^sw 

EP, A, 0036258 (CETUS CORP.), 23 September 
1981, see claims 1-19; page 11, lines 
• 19-26 



GB, 



A, 2073245 (YEDA RESEARCH 
COMPANY), 14 October 1981, 
1-6; page 2, lines 60-63 



AND DEVELOPMENT 
see claims 



* Special categories of died documents: l » 

"A" document defining the general state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

"E* < earlier document but published on or after the International 
tiling date 

"L* document which may throw doubts on priority ctalm(s) or 
which Is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the International filing date but 
later than the priority date dalmed 



•X" 



later document published aftsr ths international filing data 
or priority date and not In conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
Invention 

document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an Inventive step 

document of particular relevance;* the claimed Invention 
cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination bslng obvious to e person skilled 
In the art. 

"A" document member of the same patent family 



IV. CERTIFICATION 



Date of the Actual Completion of the International Search * 



4 October 1984 (04.1 0.fU) 



International Searching Authority * 

European Patent Office 



Date of Mailing of this International Search Report * 



fi Novpinhpr 1984 (06.11.84) 



Signature of Authorized Officer *° 



Form PCT/1SA/210 (second sheeQ (October 1981) 



ANNEX TO THE INTERNATIONA!, SEARCH REPORT ON 



INTERNATIONAL APPLICATION NO. 



PCT/EB 84/00196 (SA 



This Annex lists the patent family members relating to the 
patent documents cited in the above-mentioned international 
search report. The members are as contained in the European 
Patent Office EDP file on 19/10/84 

The European Patent 
particulars which 



is in no way liable for the 
merely given for the purpose of 



7413) 



Patent document 
cited in search 
report 



Publication 



Patent family 
member ( s ) 



Publicatio 



EP-A- 0046669 


03/03/82 


AU-A- 
JP-A- 


7447881 
57126455 


04/03/82 
06/08/82 


US-A- 43213 65 


23/03/82 


- CA-A- 


1171371 


24/07/84 


EP-A- 0036258 


23/09/81 


JP-A- 
AU-A- 


56140897 
6800481 


04/11/81 
17/09/81 


GB-A- 2073245 


14/10/81 


FR-A,B 

DE-A- 

AU-A- 


2478670 
3111592 
6861981 


25/09/81 
11/03/82 
23/09/82 



For more details about this annex : 

see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82 



r 



INTER NATION A LER RECHERCHENBeRICHT 

Internationales Aktenzetchen PCT /EP 84/001 96 



I. KLASSIF1KATION DES ANMELDUNGSGEGENSTANDS (bet mehreren Klassifikattonssymooten smd aJle anzugeoenr 



Nach der internatronaieo Patentklassifikation (IPC) oder men cor nationaien Kiassiftkation und der IPC 



Int.KI ? 



C 12 N 15/00; C 07 H 21/04 



II. RECHERCHI ER TE SACHGEBIETE 



Reehercnterrer Minoestorufstoff" 



Klassifikanonssystem 



Kiassifikattonasynboie 



Int.Klf 



C 12 N 



Recherchierte mcfit zum Mmdestprufstofl gehorende Verolfenthcnungen. soweit diesa 

unter die recrterchierten Sachgebiete fallen 9 



III. E1NSCHLAGJGE VEROPFENTUCHUNGEN * 



Arf 



Kennzeichnung der Varoflentlichung. soweit erforderlich unter Angabe der Maflgebhcften Teile 



Betr Anspruch Nr * 



X 



EP , A, 0046669 (THE REGENTS OF THE UNIVER- 
SITY OF CAIiZ—RNIA) 3. M3rz 1982 
siehe Patent: : .;sprilche 1-11; Seite 25 
bis Seite 27; Seite 36, Zeilen 5-10 



US, A, 4321365 (R.J. WU) 23. MSrz 1982 
siehe Patentansprttche 1-11; Spalten 
7,8, Zeilen 38-56 



EP, A, 0036258 (CETUS CORP.) 23. September 
1981 

siehe Patentansprtiche 1-19; Seite 11, 
Zeilen 19-26 



GB, A, 2073245 (YEDA RESEARCH AND DEVELOP- 
MENT COMPANY) 14. Oktober 1981 



./ 



* Besondere Kateganen von angegeoenen Veroffenttiehungen" 

A vero Men ti" chung. die den allgemeinen Stand der Techmk 
defintert. aber men t als besondars bedeutsani anzusefien tst 

E* aJ teres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem inter- 
nationaien Anmeidedatum verolfentficht worden ist 

V* Veroffentfichung. die geetgnet ist. emen Pnontatsanspruch 
rweifelhaft erschemen zu lassen. oder durch die das Ver- 
offenthchungsdatum einer an der en im Recherchenbencht 
gananntan Veroffemlichung oeiegt warden soil oder cue aus 
emem anderen besonderen Goind angegeben ist (wte aus* 
gefuhrt) 

*0'" Veroffemlichung. die sich auf erne mundliche Offenbarunq. 
erne Benutzung. eine Ausstallung oder andere Maflnahmen 
beziehi 

'P* Veroffemlichung. die vor dem internationatan Anmaideda- 
tum. aber nach dem be anspruch ten P no mats da turn ver- 
olfentlicht worden ist 



T S patera Verolfentli chung. pie nach dem m tern anon a (en An* 
melaedatum oder aem Prion tatsdatum veroffemiicm wor- 
den ist und mit der Anmeldung merit koilidiert. soncem nur 
zum Verstancjms des der Erfmdung zugrundeiiegenden 
Pnnzips oder der ihr zugrunoeitegenden Theane angege- 
ben ist 

"X* VeroMenMtchung von besonderer Bedeutung. die Oean- 
sprucnte Erfindung kann ntcht als neu Oder auf ertinoe- 
nschar Tatigkeit beruhand betracntet werden 

' Y" Veroffenthchung von besonderer Bedeutung: die bean* 
spxuchta Erfindung kann nicht als auf ertinoenscner Tatig- 
keit beruhenp betrachtet werden wenn die veroffemlichung 
mit einer oder m eh re re n anderen veroffemiichungen die* 
ser Kategone m Verbmdung gebracnt wtrd und diese Ver- 
btndung fur emen Facnmann naneiiegend ist 

"&" Veroffentltchung. die Mitghed dersetben Paten tf am the ist 



IV. 8ESCHEINIGUNG 



Datum des Aoscniusses der internaaonaiexi Recherche* 

4. Oktober 1984 



Absendedaium des tniernationalan Rec 

0 6 NOV. 1984 



Internationale Recherchenbenorae' 
EUROPAISCHES PATENTAMT 



Unterschnft oes bevollmachtigten Bed 



G.L.M. 




Formblatt PCT7ISA7210 (Blart 2) (Oktober 1981) 



in ernationaiesAktenzeicfton PCT/EP 84/00196 



111. E1NSCHLAG IGG VEHOFFENTL CHUNGEN (FORTS ETZUNQ VON BLATT 2) 



Art' 



enraeichnung der Verd fen I cHung • sowett erf. rderltcb nter An gab a der maflgeti i nen Telle ' r 



Bet Anspruch Nr 



siehe Patentansprtiche 1-6; Seite 2, 
Zeilen 60-63 



Fuimblatt PCT/tSA/210 (Zusatzbogen) (Oktober 1981) 



ANHANG ZUM INTERNATXONALEN RECHERCHENBERICHT (JBER DIE 



INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. PCT/EP 84/00196 (SA 7413) 



In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentf ami lien 
der ira obengenannten internationalen Recherchenbericht ange- 
ftthrten Patentdokumente angegeben. Die Angaben iiber die 
Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des 
Europaischen Patentamts am 19/10/84 



Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen 
ohne Gewahr . 



Int. Recherchenbe- 
r i cht ange f xihrt es 
P atentdokument 


Datum der 
Veroffent- 
% li chung 


Mitglied(er) der 
P a tent: f ami lie 


Datum der 
Veroffent 

li chung 


EP-A- 0046669 


03/03/82 


AU-A- 
JP-A- 


7447881 
57126455 


04/03/82 
06/08/82 


US- A- 4321365 


23/03/82 


CA-A- 


1171371 


24/07/84 


EP-A- 0036258 


23/09/81 


JF-A- 
AU-A- 


56140897 
6800481 


04/11/81 
17/09/81 


GB-A- 2073245 


14/10/81 


FR-A, B 

DE-A- 

AU-A- 


2478670 
3111592 
6861981 


25/09/81 
11/03/82 
23/09/82 



Ftir nahere Einzelheiten zu diesem Anhang : 

siehe Amtsblatt des Europaischen Patentamts, Nr. 12/82 



THE STAMP OF THE U.S. PATENT AND TRADEMARK OFFICE 
AFFIXED HERETO WILL BE EVIDENCE OF RECEIPT OF THE 
FOLLOWING {SENT VIA FIRST CLASS PRIORITY MAIL) ON 
January 13, 2003 

Client No.: 24824-6089 

Enclosures: 1) Recordation Form Cover Sheet; 2) Copy of 
three executed Assignments from inventors; 3) Check in the 
amount of $40; 4) Transmittal Letter (in duplicate); 5) This 
return postcard 

Applicant (s): Barton et al. 

Serial No. 10/223,232 Filed: August 15, 2002 

For: REMOTE MODULE FOR A COMMUNICATIONS 
NETWORK 



SLS:kcc 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



U BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 



□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




FADED TEXT OR DRAWING 




